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Key w o rds G L C V FA N V F AAerobes
ガス ク ロ マ ト グラ フ ィ ー (Ga s- Liquid C hr o m ato ,
graphy : 以 下 G LC と略す)は , 技 術的理論的 に 手法
が簡単で あ る こ と , 試料量 が少 なく て済 みか つ 極微量
の 物質の 検出に 適す る こ と , 短 時間 で 分析が行え る こ
と , 沸点 の 近 い 異性体の 分離 も極 め て 正 確 で あ り , し
か もデ ー タ の 再現性 に も富 む こ と な ど多 く の 利点 の 故
に , 現在で は工 業化学 ･ 生化学 ･ 公 害分析等の 分野 で
広く活用 さ れ て い る .
医学の 面に お い て も近年, 尿 ･ 血清 あ る い は そ の 他
の 体液中 に 含ま れ る特定物質の 定量 や ,ア ミ ノ 酸分析 ,
ある い は抗痙攣剤等薬物の 血中濃度 の 測定 に も応用 さ
れて い る .
細菌学 ･ 感染症の 分野 で は , 1970年 M itruka ら ‖
が, マ ウ ス で 実験的に 起 こ し た ba cte re mia に つ い て
その 血清を 直接 G L C分析 した パ タ ー ン を 比較 分類 す
る こ と に より ,ba cte r e mia の 有無 や起炎菌を早期 に 捕
え得る可 能性を示 し , 感染症の 迅 速診断 へ の 一 方法 を
開い た .
そ の 後 , 例え ば spe cie sの 分類 が従来の 生化学的方
法で は困難 で あ っ た り, 煩雑で あっ た り す る Ps g udo ･
m o n a s spe cie sの 同定 に 用 い られ た り2)3J, また 嫌気性
歯の 分類に 重要 と さ れ る形態 ･ 芽胞 ･ グ ラ ム 染色性 ･
鞭毛 ･ 終末代謝産物 の う ち , 代謝産物 と し て の 揮発性
脂肪酸(Volatile Fatty Acids:以 下 V F A と略す) や
難揮発性脂肪酸 (No n - Volatile Fatty Acids :以 下
N VF A と略す) の 分析 に G L C を 用い て 嫌気性菌同定
の 一 助 と す る 試 み が 1960年代 か ら な さ れ , 近年 で





, 各種細菌 の 拍 乙両 川 あ る い はi和 む∫け 0 で
の 脂肪酸構成 に つ い て の 従来の 研究は , ある 一 時点の み
の G L Cパ タ ー ン を論 じ て い るもの が 多く ,臨床検体 を
直接 G L C分析 した もの と , 検体か ら分離 した 菌 を1玩
びfけ0 で 培 養 した も の の G L C分析で そ の パ タ ー ン が
大き く異 な る¢lの は ,菌 の 増殖程度の 遠 い が 大 き く関与
し て い る可能性が考 え られ る . 従 っ て t G L C を用 い た
脂肪酸分析 を臨床材料 に 直接応用し て い く た め に は .
そ の 前段階と し て t各菌種の f乃 びfけ0 培養中の 菌代謝
産物 と し て の 脂肪酸構成の 変化を経時的 に 捉え て お く
こ とが 必 要 で あ る .
そ こ で 著者 は , 臨床医が 日常通過 す る機会の 多い 好
気性菌 16菌種 に つ い て , 各々 5株をf乃 U′け 0 で 培養
し ,菌液全体 の 脂肪酸構成を時間経過 の 中で G L C分析
し た と こ ろ , 結果 と して , 各菌特有の ほ ぼ安定 した 脂
肪酸構成の 経時的動態が得 られ , ま た技術的 に も V PI
m a n u a17)に よ る抽 出法を更 に 簡略化及 び改善 し得 る
こ とを 確認 し , か つ 匪床材料 へ の GLC分析導入 に 関す
る若干の 考察 も な し得 たの で 報告す る .
材料お よび 方法
1. 被検菌
実験 に は各歯種 5株を 用 い る こ と と し , 以 下 に 示す
Sequ ential ChangeS Of Fatty Acid Profilesin M etabolites of Cultured Aerobe sAss e-
S S ed by Gas-Liquid Chro m atography - A Ne w Trial fo rIdentific atio n of Aer obes -
Daijir oS him a, Depa rtm e nt of Pediatrics(Dire cto r:Prof. N . Ta niguchi), School of Medi-
Cine, Ka n a z a w aUniversity.
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16 繭種80株に つ い て 検索を 行 っ た .
1) Sr坤 カッJoc o cぐ!J 5 α以r g 以S(以 下 S. α以r g混ざ
と略 す) :標準株 A T C C 25923及び 教室分離株 4株
2 ) 5fα函 〆OC O C C‡Jぶ 紳Jdg r而 d∫ぶ (以 下 S. 紳 -
ide r mid is と 略す) :標準株 A T C C 12228 及び 教室
分離株 4株
3 ) 5け 紳とO C ∂C C IJぶ♪γOgβ柁g5 (以 下 S. ♪γ-
oge n e sと略す) : 標準株 A T C C1 961 5及 び 教室 分
離株4株
4) S汗 β郎 O C O C C 祝ぶ αg JαCわαβ ( 以 下 £ αg一
αJαCr∫αβ と略す) : 教室分離株の み 5株
5) 5汀 紳 拍 C O C CZJぶ舛 β祝 椚 0 和才αg(以 下 S. ♪7l一
朗 川 肌 用 吏ほ と 略す) :教室分離株の み 5 株
6) 且ぶCJl g rね揖 α C OJg(以 下 E. coJf と略す), 標
準株 A T C C 2592 及び教室分離株 4株
7) SdJ椚 0 搾gJα 才y♪鬼才椚 以rf以椚 ( 以 下 5. わト
Phim uriu m t略 す) : 標準株 A T C C 14028及 び 教
室分離株4株
8) C か 0∂αCfg r′r g 祝乃d if(以 下 C ㌧ 〃 孤 肋 紬
と略す) : 教室分離株の み 5株
9 ) ∬Jgわぶ∫gJJα 0 ズγrO C α(以 下 尺. 0 エツfoc α と
略 す) : 教室分離株の み 5株
10) ∬J めぶggJ 払 ♪柁g 〟 ∽0托fαβ ( 以 下 尺. ♪れ ･
c u m o niae と 略す)' : 標準株 A T C C13883 及び教室
分離株 4株
11) 且和才g ro∂αCfg r cJo αC αβ(以 下 E. cJo αC αg
と 略す) :標準株 A T C C 23355及 び教室分離株 4株
12) Se r r at a m a r c e s c e n s(以 下 S. m a rc e･
s c e n sと略す) :模準株 A T C C8100 及 び教室分離株
4株
13 ) Profg 祝ぶ び以Jgαrfぶ (以 下 P. び以Jgαrよざ と略
す) : 標準株 A T C C 13315及び教室分離株 4株
14) Pr()fg 〟ぶ 椚 汗αむfJfぶ ( 以下P. 椚ir如才Jfぶ と
略す) : 標準株IF O3849 及び教室分離株 4株
15) P5 β祝do 刑 0 乃αぶ αg 門Jgわ7 0 ぶα(以 下P. αg r 以-
gin o s aと 略す) :標準株 A T C C 27853 及び教室 分
離株 4株
16 ) ガ g ∽Cゆ九〃以ぶ f柁′Jぴg 和之αg( 以 下且 わげJ以 -
βれZ αβと略す) : 教室分離株の み■5株
以上16 菌種80株 は全て , 培養 に 先 立ち . 常 法に 従
い 再同定 し, 菌種 を確認 し た .
2. 培養 方法
1) ･ 前培 養
各菌とも , 本培 養に 必要 な菌数 を確保す るた め , 予
め 前培養を行 っ た . H . influ e n z a e8=は Br ain He a rt
Infusio n (BBL) (以下 B HI と略 す) br othに 緬羊脱
繊血を 5m川口え た Le vinthal br oth を, そ の 他の 菌 に
は BHI broth を 用い , 各培 地 5mLに 該当菌を 1 ェ ー ゼ
分接種 し , 37℃ の 恒 温 槽に 8 時間静置 し て 前培養 し
た .
2) 本培養
本培 養 に は , 約100m上の 容 量 を も つ 血 液培 養用
bot le を 用い た . 上記 bottle で , B H I br oth 50mLに
Le vinthal br oth 5mL を添加 し た も の , 及 び B HI
br oth 50mLの み の もの を 予め 滅菌準備 し た . 1) で 前
培養 した各菌液 を生理 食塩水 に て 稀釈 し, 且 f〃′J祝 ･
e n z a eは前者 , そ の 他 の 繭 は後者 の bottle に , それ
ぞ れ生繭数が培地 1 mエ 当 たり 数 ケ と な る様 に 接種 し
た .
繭を 接種 した C ultu r ebot le は全 て . 内外 の 通気性
を保 つ た め , シ リ コ ー ン ゴ ム 連続気泡 ス ポ ン ジ プ ラ グ
(シ ン エ ツ シ リ コ セ ン ⑧ s - 35) に て 栓 を し
Gyr otory⑧ wate r Bath Shake r : M odel G 76
(NEW B R U NSW IC K S CI E N T IFI C C O. , IN C.)を 用 い
て . 温度37 ℃ , Spe ed6 ( 約10 回/ 分)に て 振 潰培
養 し た .
3. 検体 の 採取
踊 を接種 し た 後 は , 培 養開始前を 0時間と して , 以
後 ,10, 1 2.14, 1 6,18, 21, 24時間の 計8 回に わ た っ て ,
bottle より 両液 の 一 部を 採取 し , 4 ml を G L C分析に
供 す る為 , 即刻 - 20 ℃に て 凍結保存 し て 可 及的速や
か に 分析 を行う こ と と し, ま た 少量 は生 菌数(Colo ny
Fo rming Units :以 下 C F U と略 す)の 測定 に 供 し た.
4 . C F Uの 測 定
培養僻液 の 一 部 を と り . 生理 食塩水に て 10倍稀釈系
列を つ く り , 10~Ⅰ, 10~3, 10~5, 10~7 の 稀釈段階を そ れぞ
れ 0.1m ほ て 平板培地 に 播種し , 37 ℃で 1 8時間培養
後 , flo od plate 法に て C F U を算定 した , C F U測定用
培地 と し て は , 5. ♪γOgg柁gぶ, S. αgαJαCJgαg , 及 び S.
卯 g 以 椚 0乃王αg に は ハ
ー ト イ ン フ ュ ー ジ ョ ン 寒 天 培地
(ニ ッ サ ン) に 緬羊脱繊血を 5% 加え た血液寒天平板
培地 を , H . influ e n z a eに は B HI br oth に 細菌培地
用寒天末( 和光純薬)1.5 %及 び緬羊脱繊血 5 % を加え
た チ ョ コ レ ー ト 寒天平板培地 を . P. ロ㍑Jgαrfぶ 及 び P･
椚よrαわタJfs に は そ の 遊走能 を防 ぐ目的 で D H L寒天(ニ
ッ サ ン) 平板培地 を , そ の 他 の 菌 に は 全て , B H I br oth
に 細繭培地用寒天末 1.5 % を加 え た B H I寒 天 平板培
地を そ れ ぞ れ用 い た .
5. G L C分析 へ の 検体の 前処置 ( 図1参照)
1) V FA 測定用検休の 調製
繭液2mエに 50% Ⅴ/V の 精密分析用硫酸 ( 和光純薬
: 以 下硫酸 とする) 0.5m ほ 加え て pH 2.0 以下 に 調整
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Fig. 1. Pr o c edu r efbr extr a ctio n of fatty acids.
Note:V F Am e a n sVolatileFatty Acids.
N V F Am ea n sNo n-VolatileFatty Acids.
し た後, 特級 エ チ ル エ ー テ ル (和光純薬 : 以 下 エ チ
ル エ ー テ ル と す る) 0.5ml を加 え て P A R A FIL M⑳
(A M E R IC A N C A N C O M P A N Y: 以下 パ ラ フ
ー
ィ ル ム と
する) で密封 し . 強 く振退混和 した . パ ラ フ イ ル ム を
開放 して 50 ℃の W ate rbath中に 15分間静置 し て ,
一 旦 エ チ ノしエ ー テ ル を全部揮発さ せ , 改め て パ ラ フ イ
ル ム で 密封 し て , G L C分析を行う ま で 4 ℃ に て 保存 し
た. V F Aの G LC分析 は こ れ より 1 2時間 以 内 に 行 っ
た . G L C分析時 , 再 び エ チ ル エ ー テ ル 0.41れエを 加え て
強く 振盗混和 し , エ チ ル エ ー テ ル の 揮発を 最小 に 抑え
る為 , パ ラ フ イ ル ム で 密封 し て , 4 ℃, 2000回 /分で
5分間 , 冷却遠心 し た . 遠心 後 も氷水中 に 保存 して ,
可及的速や か に エ チ ル エ ー テ ル 層 の 1.6〟ヱ を 分析器
に注入 した .
2) N V F A測定用検体 の 調製
菌液2雨 に 50% Ⅴ/v 硫酸0.5山 を加 え てpH 2.0 以
下に 調整し た後 , ク ロ マ ト グラ フ 用 メ タ ノ ー ル ( 和光
純薬 : 以 下メ タ ノ ー ル と す る)2ml を加 え て 混 和後 .55
℃ の wate rbath中に 30 分間静置 し て N V F A をメ チ
ル化 した . 室 温 ま で 冷却後 , ク ロ マ ト グラ フ用 ク ロ ロ
ホ ル ム ( 和光純薬:以 下 ク ロ ロ ホ ル ム とす る)0.4 最 を
加え , パ ラ フ イ ル ム で 密封 し て 強く 振遽混和 し た後 ,
室温 ,2500回/分 で 約 10分間遠心 し て . ク ロ ロ ホ ル ム
層の 2.0′∠エ を分析器 に 注入 し た .
3) 標準脂肪酸 の 調製
V FA の 標準脂肪酸液と し て , 酢酸 ｡ プ ロ ピ オ ン 酸 ･
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イ ソ 酪酸 ･ 正 酪酸 ･ イ ソ 吾輩酸 ･ 正 吉辛酸 ･ イ ソ カ ブ
ロ ン 酸(以 下全て 和光純薬特級) 及び正 カ ブ ロ ン 酸(和
光純薬 一 級) の 8種 を そ れ ぞ れ 0.2mg/ 血H20 含 む
混合液を作り . そ の 2mエに つ い て , 上記1) と 同じ要
領 で 抽出 ･ G L C分析を行 い .各脂肪酸同定の た め に 保
持時間(Rete ntio ntim e :以下 Rt と略す)の C Ontr Ol
と し た .
ま た . N V F Aの 樟準脂肪酸液 と して . ピル ビ ン酸 ･
乳酸 ･ オキ サ ロ 酢酸 ･ シ ュ ウ 酸 ｡ マ ロ ン 敢 ･ フ マ ル
酸 ･ コ ハ ク 酸 (以上全て 和光純薬特級) の 7種 を そ れ
ぞれ 0.2mg/mエH20 含 む混合液を作り . その 2山 に
つ い て
, 上記2 )と同 じ要領で 抽出 ･ G L C分析 を行 い .
各脂肪酸同定 の た め に Rt の CO ntrOl と した .
6. G L C分 析
G L C分析 に は Fla m eIo niz atio n Dete ctor (以下
FI D とす る) を装備 した G A S C H R O M A T O G R A P H
G C- 4 C M画 (S him adz u) を 剛 ､, ま た c olu m n
に は , 10 % Re oplex 4000 n80 ～ 100 m e sh C hr,
O m OS O rb W ( 和光純薬) を充填剤と す る径 2.6m m
X 長 さ2000m mの pa cked c olu m n(Shim adz u)を用 い
た . 以 上 の 操作条件 は ,Injectio n Te mpe rature :180
℃ , Colu mn Te mpe r atu r e :130 ℃ , Ca r rie rGas は
窒素 (体積 % 99. 9% 以上): 60 山 /min, FIDの 条
件 は , 水素( 体積%99.99% 以上):0.6kg/ 戚 , Air
:1kg/cm zで . Se n sitivity : 102 M L2, Ra nge :8 ×
10
- 2
V と し た.
記録計 は , HI T A C HI R EC O R D E RQP Ds4を用 い て ,
Cha rt spe ed を 10mm/min と し , 記録紙は 日 立 V D -
1001 - A を使用 した .
ま た , 試料の Chr o m atograph へ の 注入に は , テ ル
モ マ イ ク ロ シ リ ン ジ M S- 10 を用 い た .
7. 分 析結果の 解析
1) 脂肪酸の 同定
VF A, NVF A と もに , 予め 標準脂肪酸に よ る ク ロ マ
ト グ ラ ム を 作製 して お き( 図2)t 試料の ク ロ マ ト グ ラ
ム で は , 試料注入点 より 各 peak の 頂点ま で の Rt の長
さの 比較 に よ り脂肪酸の 同定を行 っ た . 標準脂肪酸 と
し た 15種以 外 の Rtを 持 っ pe ak が出現 した場合 は .
例 え ば V F Aの 場合 に は Vo.28, N V F Aの 場合 に は N2 .旧
な ど の よ う･に , V F Aで はイ ソ 吉辛酸の . N V F Aで は コ
ハ ク 酸の そ れ を 1 と し た Rt の比で 表わ す こ と と し ,
物質 の 化学的同定 は行わ な か っ た .
た だ し , こ の 分析法 で は , N VF Aの ピ ル ビ ン 酸と オ
キ サ ロ 酢酸 が とも に 二 つ の Peak に 分か れ . そ れ ぞ れ
の pe ak の Rt が両 酸 で 等 し い 為 . 乳 酸 の 前 に 出 る
pe ak を Ⅹ, 乳酸 と シ ュ ウ 酸と の 間に 出 る pe ak を Y
1 04
と 名付け た .
2) 各脂肪酸 の 半定量
各脂肪酸とも , 注入し た脂肪酸量 と pe ak の 高 さ と
は , 記録紙の 範囲内で は 正確 に 比例 す る の で , 各 peak
の 経時的な相対的量的変化を 見 る に は ,peak の 高さ の
動 き の 観察 の み で 充 分 で あ る . 従 っ て 各 pe ak は,
peak の 頂点か ら ba s elin eに 下 ろ し た垂線 の 長 さ を
計測 して . m mの 単位 で 表現 した . ま た , pe ak が記録紙
か ら振 り切 れ た場合に は , 改 めて 適 当な少量 を注入し
た ク ロ マ ト ゲ ラ ム を得 て , 他 の 既 知の 高さ の pe ak と
の 比 , あ る い は 注入量 の 比 よ り そ の 高さ を 求め た .
成 績
各菌種 5株の 各採取時 に お け る 全 pe ak の 平 均値
(Ⅹ) 及び標準偏差(恥 1)を 求め , 平均値の 対数値が .
24時間8 回の 計測内 にお い て , 途 中で の 新 し い 出現 あ
る い は消滅 を も 含め t 2倍以上 の 動 き を示 し た場 合 の
み , そ の 酸 は有意の 動 き を示 し た と 見撤 した- . 各繭 に
お け る有意の 動 き を示す脂肪酸 の 経時的変動及び生菌
数 (CF U) の 動き を 表 2 ～ 17に 示 した . ま た 代表例
と し て , ざ. α〟rg 餌5, 5. ♪ 即 gβ柁βざ, 且 c oJi, ガ ･
王妃′J祝g れZ αgの 対数値で 表わ した 脂肪酸及 び C F Uの
経時的動態 を示す グ ラ･フ と 16 時間及び 24時間に お け
る ガ ス ク ロ マ ト グ ラ ム を示 した ( 図3～ 6). な お β .
f乃′JぴβれZ αgと そ の 他の 菌 で は , 本培養 に 用 い た 培 地
の 内容が若干異 な っ た が , 0時間 に お け る そ の 脂 肪酸
構成に 全く 差 は無か っ た . (図 及び 表に お け る 脂肪酸
名 の 表示 は , 表1, 及 び方法 の 節 の 7の 1) で 述 べ た略
号 に よ る .)
1) S. a u r e u sは約16 時間で gr o wth c u rv e が
Logarithmic pha s eか ら Statio n a ry pha s e
へ と 移
行 した(以 下 こ の 時点を L - S 点 と略す). 緩徐 に 増加
を 続け た 酢酸 は , L - S 点 を少 し越 え る と 急激に 減少
した . ま た 有意 の 動 き を示す他 の 酸と して , V F Aで プ
ロ ピオ ン 酸 ･ イ ソ 酪酸 ･ イ ソ 吉夢酸 , N V F Aで マ ロ ン
酸 ･ コ ハ ク 酸及び N2.03が大幅 に 増加 し続 け た はか , 新
し く出現 した N｡.76 も同様 の 動 きを 示 し た ( 表2 ･ 図
3).
2) S. 紳fdg r 〝‡∫dfぶ は菌の 発育が 遅 く , 24時間 で
よ う や く Loga rithmic pha s eの 終 わ り に 達 し た . こ
の 段 階ま で で 動 き を見せ た の は , イ ソ酪酸 ･ イ ソ吉草
酸 ･ コ ハ ク酸 ･ N2.旧 の 4看 で あ っ た ( 表3).
3･) S. ♪ツOg 抑 βぶ も繭 の 発育 は遅 く , 24時間で も
L - S点 に 達 しな か っ た . V F Aに 有意 の 動き を 示 す
も の は なく , N VF Aで 約1 2時間 より , Ⅹ と本菌特有の
N… ｡が 新 しく 出現 して 著増を示す の が 特徴 で あ っ た .
そ の 他 Y 及 び マ ロ ン 酸の 著増を み た (表4 ･ 図4).
4) S. dg(〟αCriαg は 16～ 1 8時間 に L
- S 点が
あ り , S. pyoge n e sよ り も gr owth c u r v eに 沿 っ て 長
期 に わ た り 観察 し得 た に も 拘わ らず , S. ♪ 叩 g♂柁どぶ の
特徴 で あ っ た X や N8.6｡の 出現 ･ 増加 を 見 ず , わ ず か マ
ロ ン 酸が 有意 の 動 き を 示 し たに 過 ぎな か っ た ( 表5).
5) 5. 舛 g祝 椚 0れ′αβ は 21～ 24時間 で L
- S 点
に 達 した が , 特 に 有意 の 動 き を示 し た脂肪酸 は無か っ
た ( 表6).
6 ) g. c oJi は以下の グ ラ ム 陰性梓繭
一 般と 同様 に
発育 が早く ,12～ 1 4時間で L-S点に 達 した . L - S点
を数時間越え る と , そ れ ま で 増加 して い
■た酢酸が急激





す る). 5. ♪ 川 gβ搾g ぶと同 様, N V F Aに Ⅹ が 出現 す る
が , L - S 点 を越 え る と 急激に 消失 し , し か も最高値
で も 5. ♪yOgg 柁βSの そ れ の 約1/6 豊に 過 ぎな か っ た .
乳酸 も L - S 点 を越え る と酢酸 より や や 早 く 消失 し
た . そ の 他 , シ ュ ウ 酸 は漸増す る が , コ ハ ク 酸 は 12時
間付近で 最高値 に 達 す る ま で 急増 し た後 , L-S 点付
近 か ら急激 に 減少 し て い く パ タ ー ン を示 し た (以 後 こ




と称 す る) ( 表7 ･
図5).
7) S. け 如 血 裾 血 憫 は 16 時間前後で L - S 点
に 達 し た . 酢酸 は A 動態を示 し , プ ロ ピ オ ン 酸 も ー 度
増加 して 24時間で 突然消庚 し た . 乳酸.は , 且 c oJgの
場 合と 同様に L-S 点を越 え る と急激 に 消失 し た . マ
ロ ン酸 及び 1 8時間 より 新 し く 出現 し た Nl.64 は漸 増 し
た が , コ ハ ク 酸 は特有の S 動態 を示 し た ( 表8 ).
8) C. ′r g以 乃dff は18 ～ 21時間で . L
-
S点 に 達
し た . 酢酸 は A 動態を示 した . プ ロ ピ オ ン 酸 も ほぼ同
じ動 き を 示し た . 乳酸 は こ れ に や や 先立 っ て 突然消失
し た . しか し , L
- S 点を 越え る と , 新 た に V4.31, Nl.64t
N4.2｡ の 3種 の 脂肪酸が出現 し て それ ぞれ 増加 し た ･ こ
の う ち , Ⅴ り b N｡.2｡ の 2者 は , 披検 頗の 中で 本菌の みに
見 られ た も の で あ る . シ ュ ウ酸 ･ マ ロ ン 酸は 漸増 した
が , コ ハ ク酸 は特有 の S 動態を示 した ( 表9 ).
9 ) 尺. 0 エツfo c αは 14～ 1 6時間で L - S 点に 達
し た . 酢酸 は典型的 な動態を示 した . 乳酸 は や はり酢
酸に 先立 っ て 消 失 し た . シ ュ ウ 酸 は漸増 し , コ ハ ク 酸
は典型的な S 動態 を示 し た ( 表10).
1 0) 丘. 舛 g祝 椚 0 れよαβ は 16 時間前後で レ S 点
に 達 し た . 酢酸 は A 動態を示 した . イ ソ 吉草酸は漸増
し た が , コ ハ ク 酸は 典型的な S 動態 を 示 し た ･ ま た
N2.｡｡ も コ ハ ク 酸 に や や 遅 れ て 似 た 動 き を 示 し た･
Loga rithmic pha s e早期 よ り No･7 6が 出現 し て 漸 増 し
た ( 表11).
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11) E. cJo αC αgは16 ～ 18時間 で L - S 点 に 達
した . 酢酸 は A 動態 を示 し , イ ソ 吉草酸 は漸増し た .
コ ハ ク酸 は典型的 な S 動態を示し た が , N2.03も や や遅
れて 似た動 き を示 し た . こ の 他, Lo ga rith mic pha s e
前半よ り Vo.28, No.76, NJ.別 の 新し い Peak が 出現し て 漸
増した (表12).
12) S. ∽ d r C g ぶC g 乃Sは1 6時間前後で L - S 点 に
達した . 約 12時間 より Ⅴ｡.28を 出 した の は 且 cJo d C αe
と本菌の み で あ っ た が , 本南で は 前者の そ れ の 約2 倍
量に も達 し た . ま た L - S 点付近 よ り Nl.朗 も出現 ･ 増
加した . そ の 他 , イ ソ 酪酸と イ ソ 吉草酸が増加を示し ,
コ ハ ク酸 は典型 的 な S 動態を示 した ( 表13 ).
1 3 ) P. び祝Jgαr∫ぶ は発育が速 く , 1 4時間で L- S
点に達 し た . 酢酸 は典型的 な A 動態を示 し , 乳酸 ほ そ
れ に や や先立 っ て 消失 し た . イ ソ 酪酸 ･ イ ソ 吉草酸 ･
N2.03 の 他 ,途 中か ら 出現 し た V3.44
･ No.了6
･ Nこ}.㈹ は漸増
し た . コ ハ ク酸 は典型的 な S 動態を示 した . シ ュ ウ酸
は1 2時間で 1000m mを越 え る 大 き な pe ak に 達 し た
が
,
以 後激減 し , こ の パ タ ー ン は P. 椚fr(ヱわfJ∫ぶ と 共通
で あ っ て こ の 2者以 外の 菌で は見ら れ な い 特徴で あ っ
た . そ の 他 , Y が 14時間 に Peak を もつ 増減を 示し た
( 表14).
14) P. ∽～r(Zわ∫J∫s もや はり 14～ 16 時間で L -
S 点に 達 し た . P. む〟Jgd riぶ と 同様 , 動き を 示す脂肪
酸の 数 が多か っ た . Y に 有意の 動き の 見 られ な い こ と
以外は P. び祝Jg(Z rよぶ と大差が な か っ た (表15).
15) P. αg r ㍑gfれ0 ぶα は16時間前後で L - S 点 に
達した . 酢酸 は A 動態 を示さ ず , 最 初か ら減少す る の
みで , 被検南中本菌の 特徴で あ っ た . 乳酸 は L - S 点
付近か ら急激 に 減少 し て 消失し た . コ ハ ク 酸は 10時間




A: Ac etic Acid
P: Pr opio nic Acid
iB: is o･Butyric Acid
B: n･ Butyric Acid
iV: js o･Vale ric Acid
V: n･Valeric Acid





L: La ctic Acid
O: Ox alic Acid
M : Malo nic Acid
F: Fu m a ric Acid
S: Su c cinic Acid
Note :V F Am e a n sVolatile Fatty Acids.
N VFA m e a n sNo n-Volatile Fatty Acids.
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で 一 旦 減少 して , しか る後漸増 して お り , こ れ も他 の
披検南に は見 られ な い 特徴 で あ っ た (表16).
16) 〃. わげJ以g 和之αgは16 ～ 18時間で L - S 点
に 達 し , こ の 時点 で 乳酸 は消失 した . シ ュ ウ 酸 は漸増
し , コ ハ ク 酸 は典型的 な S 動態を示し た ( 表17･ 図
6).
1 . 実験成績に関す る考察
細菌が嫌気的発酵を行う場合 . 脱水素作用 に より 基
質か ら得 られ た水素が有機化合物 に 渡さ れ . 乳酸 ･ プ
ロ ピ オ ン 酸 ･ 酪酸等の 低級脂肪酸や ア ル コ ー ル な どの
中間産物を形成 した と こ ろ で 反応が 終わ る . しか し菌
が好気的 な条件 で 発育す る場合 , つ ま り狭義 の 意味で
の 呼吸 を 行う 場合 に は , 基質 か らの 水素が最終的 に 酸
素に 渡 され る為 t もと の 基質は完全 に C O2 と H20 に な
る削9)
. 従 っ て こ の 研究の 方法に よ る培養を行 う と , そ
れが 充分 な好気的条件を提供し て い る為, 脂肪酸が 経
過的 に は増加 し て も , 最終的に は C O2 及 び H20 と な る
為, 大部分 の 脂肪酸が減少又 は消滅す る こ と が予想 で
き る . ま た実際 に 本法を用い て 2 ～ 3の 薗を36～ 48
時間培養 し て G L C分析を行う と ,脂肪酸が ほ と ん ど消
失し て い る事実 を予備実験で 確認 し た , そ こ で 今回は ,
打 ｣ 可乱 射 ㍑ 郎 の 培地の み 構成々 分が 若干異 な る も
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Fig. 2. G L Cpatte m s of c o ntrol fhtty a cids.
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Table 2. Sequentialcha nge s of fatty a cidpr o丘1es
in c ultur ed S･ a u re W








































































7.43±0.39 8.27±0.34 9.30±0･51 9-42土0･68 9･61
±0･53 9■50±0･38
Table3. Sequentialcha nges of fatty a cidprofi
1e sin c ultu r ed SlePider midis
O br lO hr 12 hr 14 br
iB 2 .2±0 ,3
iV 8 .8 ± 1.3
S 9 .1±1 .4
N2.03 2 .7±0 .8
16 hr 18hr 21 hr 24 hr
2 .0±0 2. 1 ±0.5 2･0±0 ･4 1･9土 0 ･5
7 ,6 ±0.5 8.4± 1.8 9 ･0±0 ･7 9 ･1 ±2･4
7 .0 ±0.7 7 . 4 ± 1.6 8･4±0 ･3 9･ 1± 1･4
2 .3 ± 0.3 2.5±0 2 ■6 ±0･3 2･4 ±0･6
1.9 ±0.3 4.6±3 .(J 1 5.9±3 .5
20.0士10 .4 1 0 6 ±4 9 1 9 8±52
19 .6 ± 1 1.3 57. 1±2 2■6 97･6±2 2･9
3 .3±0 .7 7 .9±3 .5 3 1.3 ±4.6
Log of C F U 4 ･0 0 5･6 1 土0･52 6･57
士0 ･4 6 7･56±0 ■46 8.5 2 ±0.3 7 8.9 8± 0 .6 6 9･3 4±O t69
Table 4. Sequ e ntialcha nge s of fatty a cidpr oale sin c ultu r ed
5･ Zy o ge n
O hr lO hr 12hr 14 hr 16 hr
Ⅹ
Y ll.2 ±2.8
M l .4± 0.3
No.60 1.4 ±0.2
18 br 21 br 24hr
Ⅰ6 .0 ±0 10.4±3 . 1 4 4･6 ± 2 5･7 1 34 ± 5 5 2 1 0
±6 0 2 64 ±64
8 .8 ±0.8 9.9±1 .7 10.2 ±3･2 2 5･8±1 4･2 7 9･8
±3 6･3 1 2 8 ±6 5 1 5 9±8 0
1 .3 ±0.3 2.5± 1.1 3.5±1 ･4 7･8 ±2･4
1 .0士 0 1 .3±0 .4 1 .1 ±0･3 3･2± 1■5
Log of CF U 5 ･0 7±0 ･9 1 5･5 9± 0 ･7 6 6･0 9
±0 ･83 6･5 7 ±0･6 9
1 9.6±5 .3 32.9±3 .4 3 9.3 ±4･4
1 0.8 ±3.7 2 2.0 ±4.9 27.1±5 ･7
7 .02 ±0.6 4 7.5 7±0 .5 4 7 .8 9 ±0･27
Table5. Sequ e ntialcha nge s of fatty a cidproale sin c ul
turedS･ agala ctia e
o hr lO hr 12 hr 14 hr 18 hr 21 h
r 21 hr
M l .4 ±0.3 2,5±1 .7 2.6 ±0 ･7 8･4 ± 5･2 1 5･4±6 ･7 18 ･5 ±7t4 15-1
± 5 ･7 16･0 ±6･0
Log of C F U 6 ･19±0 ･3 7 7 ■16 ±0･4 5 8･ 17
±0 ･51 8･3 2 ±0･4 3 8.47 ±0.4 0 8.3 1 ±0.4 4 8,5 8 ±0･3
8
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Table6･ SequentiAIchahges of fatty a cidpr o創esin cultured ∫i)n e u m O nia e
Log ofCF U
IO7
10 hr 12 hr 14hr 16 hr 18 hr 21hr 24 hr
No signi負c a ntcha nges of fatty a cids
5･1 7 ±0･5 4 5･8 4 士0･7 4 6･6 3 ±0 ･57 7･18 ±0,8 1 7.7 6 ±0.5 0 8 .13±0 ,4 1 8.3 5 ±0.4 1
Table7･ Sequ entialcha nges of fatty a cidpr o別esin cultur ed Ec oli
O hr lO hr 12 hr 14 hr 16 hr 18hr 21hr 24 hr
A 149 士7 169±5 277 ±41
Ⅹ 27.1 ±1 3.8 46 .1±1 9.6
L 7 2.0 ±9 .1 8 1.1±7 .1 2 5 1 ±9 5
0 6 .8± 1.7 5.9 士1,6 13 .2 ±3 ,O
S 9 .1 ±1,4 2 1,8±4 .2 2 5 2 ±9 8
3 2 2 ± 17 2 69± 29 14 9 ±27 6 ,1 ±2 .3 3.3±1 .5
1 1 2 ±4 6
1 2.4±3 .0 1 6.0 ±3.3 14.0 ±3.5 2 2.9±3 .5 3 7.7±1 3.4
1 69 ±5 2 3 2.5±8 .7 27.0±8 ,6 1 9.3 ±8.7 4.6 ±0.7
Log of C FU 7 ･46±0 ･5 9 8･9 3 ±0･5 7 8.94±0 .39 9.3 1 ±0.3 4 9.2 4 ±0.17 9.3 3 ±0 .2 3 9.2 9±0 ､16
Table 8･ Sequ e ntialcha ngesof fatty a cidpro丘Iesin c ultur ed S.
O hr lO hr 12 hr 14 hr 16 hr 18 hr 21 hr 24 hr
A 146 ±7
P l .7±0 .3
L 7 2.0 ±9.1
M l .4±0 .3
S 9 .1 ± 1.4
Nl.64




1 9.8 ±1 3.5




2 6 2 ±49
3 4 0±11
4 .4 ± 1.7
1 9 1 ±4 5
4 .1 ±2.1
2 74±9 8
2 9 2 ± 48
9 .4±3 .7
9 8.6 ±3 3.9
5 .8±2 .7
3 8.3 ±2 2.5
2 33 ±3 9
1 4.8 ±3.9













Log ofCFU 7 ･0 6 ±0･4 1 8･4 1 ± 0.4 3 8.80 ±0 .24 9.39 ±0.3 4 9.5 1 ±0.2 0 9.6 0 ±0.2 4 9.6 3±0 .0 9
Table9･ Sequ e ntialcha ngesof fatty a cidpr o丘Ie sin c ultu r ed C.jye undii





L 7 2.0 ±9 .1
0 6.8 ±1.7
M l.4 ±0 .3








5 7.3 ±3 3.2
2 6 5±3 6
4 .4 ±2.5
2 0 7 ±4 9
1 2.6±2 .5
2 .7 ± 1.6
20 4 ±6 8


































7 .6 ±3.6 1 1.3 ±1 .1 1 1.7± 1.5
Log ofC F U 6 ･9 8±0 ･4 3 8.0 3 ±0.5 4 8.7 0 ±0.4 6 9.2 2 ±0.45 9 .4 9±0 .3 3 9.6 9 ±0.1 4 9.4 0 士0.3 2
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TablelO. Sequ e ntialcha nge s of fatty a cidpr o丘1e sin cultu
redK ･ O XytO Ca
o hr lO hr 12 hr 14 hr 16 hr 18 hr
21 hr 24 hr
A 149 ±7 144±6 188 ±12 309±25 323 ± 19 278± 23
L 72.0 土9.1 72 .0 ± 4.1 1 0 5±1 7 1 7 6 ±3 7 1 02±35 20･5 ± 1 5･4
0 6 .8 ±1.7 5.2±0 .6 7 .6 ±1.5 7･4±1 ･6 9 ･4 ± 2･7 10･2±2 ･1
S 9 .1± 1.4 8 .8 ±0.5 29.8±6 .7 9 0■2 ±1 2･3 2 2･1±1 0･8 2 0･5 ±9･9
1 0 5 ±5 1 3.8±1 .8
8 .8± 1. 1
12.1 ±4.2 3 9.4 ±17.5
3 1.1±1 1.2 13 .8±8 .9
Log of C F U 6 ･64±0 ･1 0 8 ･1 8±0 ･2 9 8･7 7
±0 ･5 6 8･9 6 ±0･7 4 9･39±0 ･1 1 9･5 2 ±0･1 1 9･5 8 ±0･0 7
Table ll. Sequ e ntialchanges of fatty acidpr o丘1e sin c u
ltured K･
o hr lO hr 12 hr 14 hr 16hr 18 hr
21 hr 24hr
A 149±7 147±10
iV 8 .8± 1.3 1 .3 ±1 9.9
S 9 .1 ±1.4 1 2.2±4 .6
No.76 1 .3 ± 0.5
N2.03 2 .7±0 .8 5.1± 2 .6
206±27 306±30 294 ±32 231±25 70･4 ±3 2▼1 7･2
±5 ･0
1 1.0± 1.2 1 2.9 ±2.1 14.3±2 ･2 2 3･5 ±7･7 5 1･2±1 6･4 9 6･4 ±3 5･5
40 .0± 20.1 1 0 8±3 1 4 5･0 ±2 0･6 26･5± 12 ･8 2 6･8 ± 13■3 2 7･4
±1 8･6
1 .9± 0 .6 5.1 ± 2,1 6.8±4 ･1 10･6 ±5･9 2 1･2± 12･9 3 5･0 ±1 4･9
6 .9±2. ･2 19.2±15.6 51 .7 ±3 3･0 9 2･5±6 3･5 5 ･0 ± 2･6 2･0 ±0･5
Log of C F U 6･96±0 ･2 7 8･1 1 ±0･3 2 8･61 ±0･2 9 9･2 3
±0 ･2 5 9･38 ±0･1 8 9.57±0 .1 5 9.50 ±0.18
Table12. Sequ e ntialcha nge s of fatty acidprofi1e sin cultu r ed E c
loac a e
ohr lO hr 12 hr 14 hr 16 hr 18 hr 21 h
r 24 hr
A 149±7









2 .5士 1 .4
2 .9±0 .6




3 .8 ± 2.5








4 ± 1. 1
8 .6± 8 .0




























Log of C F U 7 ･3 3土0 ･3 2 8･3 7土0 ･2 3 8･83 土0-23 9･ 1 1 ±0･2 8 9
.4 7土0 .2 6 9.7 6±0 .1 0 9.6 7 ±0.13
Table13. Sequ e ntialchange s of fatty a cidpr o丘1esin c ultur ed S m a rc esc e
o hr lO hr 12 hr 14hr 16 hr 1 8 hr 21ru
･ 24hr
i B 2 .2±0 .3 2.2 ±0.5 2.3±0 .6 4 .0 ± 1.3 9･3 ±2･6 12･8±2 ･3 2 0･4 ±3･1 2 7･6
±6 ･5
iV 8.8±1 .3 8.5±2 .2 9.4±2 .5 14.5 ±5･7 3 0･1±1 1･8 4 3･7 ±1 3･5 5 8･8
±1 9･6 7 5･6 ±16･ミ)
Vo.28 2 1.8 ±1 2･3 20tO±9 ･2 2 7･0 ±5■1 2 8･8±6･5 29･8 ±8･4 34･2
±2 ･7
S 9 .1 ± 1.4 42. 1±17.4 216±7 5 17 5 ±2 5 2 1･5士6 ･7 2 8･1 ±6･9 4 3･3
± 11･6 46･1 ±17･7
Nl. 64 2 ･2 ± 1･1 1 0･2±4 ･5 2 3･0 ±8･8 4 1･4
±5 ･7
Log of C F U 7 ･4 2 ±0･5 1 8･65± 0 ･6 4 9･0 8 ±0･5 4 9･4 4
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Table14･ Sequ entialcha nge s of fatty a cidpro丘1esin c ultu r ed P u uな近ris
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iB 2 .2±0 .3
iV 8 .8 ± 1.3
V3.44
L 7 2.0 ±9.1
Y l l.2±2 .8
0 6 .8 ± 1.7
S 9 .1± 1.4
No.76
N2. 03 2 .7±0 .8
N3, 40













5 9,2 ±1 2.4
147 0 ±9 2
12 6 ± 1 1
12.7 ±1 ,5
8 . 8 ±4.1

















5 4.5 士 11.8
1 4.0 ± 1.3
8 .8 ±3. 1
1 3 2 ± 13
4 0.8 ± 10.1
3 34 ±2 2
33 .0 ±4.4
1 0 2±2 .8
6 1.3 ±1 4.2
9 .5 ±3.1
















4 .7 ±1 .2
6 7.2±1 9.7








Log of C F U 5 .3 9±0 牒5 7 .9 4±0 .4 4 8.7 6 ±0.75 9.17 ±0. 16 9 .2 1±0.0 8 9.3 1±0 .0 6 9.6 4±0 .18
Table15. Sequ entialcha nges of fatty a cidpr o丘1esin cultured P. mirtldilis
O hr lO hr 12 hr 14 hr 1 6 hr 18 hr 21 hr 24 hr
A 149 ±7
iB 2 .2±0,3
iV 8 ,8 ±1.3
V3. 4 4
L 7 2.0±9 . 1
0 6 .8±1.7
S 9 .1 ±1.4
No.76
N2.03 2 .7±0. 8
N3.40





















3 3.9 ± 13.1
6 9.3±4 6.5
3 4.3 ±6.0
1 1 2±6 3
5 .6 ±3.0
6 7.5±3 5.7




3 3.9 ± 10 .0
2 3.3± 20.2
9 .5 ± 2.3
17.1± 7.4
19.4 ±4.9
1 0 4±5 3
3 1.5 ±17.0
2 0 7±5 7













1 4.6 ±1 2.0
2 1.1±5 .0
4 8.3 ±1 2.7








6 3.6 ± 16.3
2 2 0±3 0
3 8.4 ±7.7
Logof C F U 7 .4 1 ±0.5 6 8.4 9 ±0.35 9 .3 5±0 .2 1 9.5 3±0 .0 6 9,7 7±0 .09 9.5 6±O .2 5 9,8 2±0 .1 6
Table1 6. Sequ e ntialcha nge s of fatty a cidpro負1esin c ultur ed Pa e rugin os a
O hr lO hr 12 hr 1 4 hr 16hr 18 hr 21hr 24 hr
A 149±7 114 ±4 99.0 ±1 0.9 6 0.8 ±20.1 3 4.9 ±7.9 2 3.9 ±9.3 3.3 ±1.4 2.4±0 .4
L 72.0 ±9. 1 67 .1 ±4.1 5 6.1 ±8 .5 3 7.8± 12.3 4.0±1 .7
S 9 .1 ±1.4 1.9 ±0.2 3.6 ±1.1 5.6 ±0.6 1 0.1 ±1.6 1 3.1 ±3.9 15.5±2 .9 14 .9±2 .7
Log of C F U 6 ,2 4 ±0.60 7.3 0 ±0 .5 3 8.2 5±0 .4 0 9.2 4±0 ,5 1 9.3 8 ±0.1 8 9.5 3 ±0.3 1 9.7 3 ±0.2 2
11t) 咄
Table17. Sequ e ntialcha nges of fatty a cidpr o丘1esin c ultu red HiJd71ten Z
O hr l O hr 12 hr 1 4hr 1 6 hr 18 hr 21hr 24 hr
L 72 .U ±9.1 65.8 ±1 2.7 6 3,8 ±7.9 3U.7±1 6,9 6,3 ±3.2
0 6 .8 ± 1.7 5.5士().5 5 ,4士0 .8 6 .2 ±0.8 至ミ.3士0 .8 19 .0 士8.9 3 2.6 ± 10･3 34 ∴j±10･1
S 9 .1±1 .4 .7 .9 ±0.2 8.1±0 .9 12.9±4 .1 80.1 ±7 7.8 8 0.0 ±6 0, 1 2 2.9
± 1こi
･5 (;･5 ±4 ･4

















Fig. 3. C hanges of C F Uand fatty a cids whichsho wedsignific antalte ratio n sduring24 hr cultu re(1eft),
a nd G L Cpattem s at 16hr and 24 hr(right)in S･ aZqe uS･
Se n sitivity: 1 0
2MQ











Fig. 4. ChaJlgeS Of C F Uand fatty acids whichsho w edsigmi ficantalter atio n sdu 血g2
4 hrcultu re(left),
and G L Cpatter n s at 16 hand 24hr(right)in 且 p y聯 n e S･
Se n血加ity: 10
3 Mn

























































Fig. 5. ChangeS Of C F Uand fatty a cids which sho w edsignific antalteratio n sduring24 hr c ultu re(left),
aJld G L Cpat te m s at 16 hr and 24 h∫(dght)in E .
Se n sitivity: 1 0
2MsI
Range : 8 × 10
~ ユⅤ






































剋 ⊥ ∴ ⊥
V F A N V F A V F A N V F A
16 hr 24hr
Fig･ 6･ C hanges of C F Ua nd fatty a cids whichsho w edsignific antalte ratio n sduring24hr c ultu re(left),
and G L Cpatte rn s at 16hr and 24hr(right)
Se n sitivity: 10
2Mn
Ra nge : 8 × 10
~ ユ
V
O時間 ～ 24時間の 範囲の み で そ の 歯液の 脂肪酸構成
を G L C分析 し . 各席 に 特異的 な動態が得 られ るか どう
か を検討 し た .
披検繭16菌種 を 24時間 に わ たり 本法で 培養中 , そ
の 粥液の G L C分析 で 有意 の 動き を見せ た の は , V F A
7種. N V F A12種 , 計 19種 の 脂肪酸 で あ っ た . 各繭種
と も 5株に つ い て 実験 し ,5株間で の 各 pe ak 値の 標準
偏差(α い 1)は充分 に 小 さ い の で t 各脂肪酸の 動き に 関
す る値に は 充分 な信頼性 が あり . か つ . 歯未接種の ま
ま同方法を行 っ た n egativ e c ultu r eの 実験 で は , 24
h 托 叫和 紙 M .
時間を 経て も G L Cパ タ ー ン に 全く 変化が見 ら れ な い
こ と よ り , 各脂肪酸の 動き ほ 全て 細繭の 増殖及 び代謝
に 関連 して 起 こ っ た もの と考 え られ る .
有意の 動き を 示 した脂肪酸 の 中 に は , C. ′r g び乃dg′
の 場合の V4.31や N4.2石 あ る い は S. ♪叩 gg 乃gざの 場 合
は No.60の 様 に , あ る特定薗種の m a rke rと な り 得る
もの も あ る が . 多く の 酸 は複数の 菌に お い て 複数個が
動き を 見せ て い る為 . そ の 全容は複雑 で あ る . そ こ で .
各菌種と有意の 動 き を示す 脂肪酸と の 組み 合わ せ を ま
と め る と 表18 の よう に な る . しか し これで も脂肪酸
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の 動 き の 組 み合 わせ か ら菌 の 同定 に 至 る に は 若干 の 煩
雑さ を伴 な う . こ の 為 , 最近繁用 さ れ る よ う に な っ た
簡 易同定法の 手法 に な ら っ て 前述 し た ( 表1 8)の 脂肋
酸 を左か ら順 に 3 個1 組の 6 gr o up に 分け る . た だ し
こ こ で , V4.31及び N4 .24 は共 に C. ′r g〟柁dffの み に 見
られ るの で , 1 個と し て N V F Aの 最 後 に 置 い た . 各
group は 左か ら順に 4. 2. 1, 4. 2. 1 , ･ ‥ と配 点 し て ,
有意の 動 きを 示 した酸 に は そ の 点数を 与え ,各 gr o up
毎 に 点数を 合計 して 6 つ の 数を 並 べ , で き あが っ た 6
桁 の 数を その 菌の コ ー ド番号 とす る . こ の よ う に し て
お けば , 動 き を見せ た脂肪酸の 組 み合 わせ か ら コ ー ド
番号 を介 して 菌 の 同 定 を 容易 に 行 う こ と が で き る
( 表19 ).
1970年前後 よ り , 嫌気性菌 の 同定 に G L Cが導入 さ
れ 始め て 以来 , そ の 代謝産物 の G LCパ タ ー ン を利 用 し
て の 拍=扉わⅦ 培 養で の 嫌気性菌 の 同定4)1 0)や t 臨床 材
料を直接分析 して 嫌気性菌感染症 の 迅速診断に至 る方
法6)な ど, GLC は主 と し て 嫌気性菌の 分野で 活用 さ れ
て 重 た . 前に も触 れ た如 く , 嫌気 性菌の 終末代謝産物
の 多く は低級脂肪酸の 頬 で あ り ,そ の 検出 に G L C が優
嶋
れ た力 を発揮 す る点を 考え る と , こ の 事実 は極く 当然
の こ と と言 え よ う .
しか し , 好気 性菌に G L C が応用 され る機会 は少 ない
様 で , わ ず か に Ps e udo m o n a s属の Spe Cie sの 同定に
用 い る試 み を 報告 し た文献
2}3)が 散 見 さ れ る 程度 で あ
る . そ の 理 由の 1 つ は . は とん どの 好気性菌 は , 従来
か ら の 方法 に よ る同定が 必 らず し も困難 で は な い こ と
に あ る が . もう 1つ , 前述 の 如 く そ の 終 末代謝産物が
主 に C O2 と H20 に な る為 に . 一 定以 上 の 長時間に わた
っ て 培 養を 行う と , 却 っ て 脂肪酸が少 な く な っ て しま
い , G L Cの 威力 を発揮す る場 が全 く無 く な る と い う こ
と も大 き な 理 由 で あ る , 渡辺 ら引 は , Sけ 紳 fo c o c c 祝ざ
Spe Cie sが 単独分離 さ れ た 膿汁 を直接 G L C分析 し た
パ タ ー ン と , 菌 を分離 し て 48 時間培地中で 増菌 したも
の の G L Cパ タ ー ン が 異 な る こ と を指摘 して い る . これ
は 菌の 発育環境 や t 一 緒 に 分析 に か か る 膿中物質の 逢
い を 反映 し て い る事 も 一 因で あ る が , 著者の 実験か ら
明 らか な様 に , 増菌培養 した 時間の 長さ に よ っ て GL C
パ タ ー ン が 大 き く変化す る こ と が最大の 原因 と考え ら
れ る . 殊 に 4 日間の 長時間に わ た り 増菌培垂 すれ ば ,
Table 18. Spe ci五edfatty a cidsin m etabolite s ofc ultu red a erobes
(0 in dic atesfatty acids whichsho w ed signiac a nt alte rationsdu ring24 hr c ultu re･)







S. a ur e u s ○ Cl 0 . ○ ○ (⊃ ○ ○
S. epide r midis ○ (⊃ ○
○
S. p yogene s (⊃ ○ ○ ○
S. agala ctia e ○
S. pn e u m o nia e
E. c oli ○ (⊃ ○ ○ ○
S. ty phim u riu m ○ ○ ○ ○ ○ ○
C.freu ndii ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○
K. 0 Ⅹ舛O C a ○ ○ ○ ○
K. pn e u m o nia e ○ ○ ○ ○
○
E. clo a c a e ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○
S. m a rc e sc e n s ○ ○ ○ ○ ○
P. vu1ga ris ○ ○ ○ ○ ･C〉 ○ ○ ○ ○ ○ ○
P. mir abilis (⊃ ○ ○ ○ ○ ○ ○ (⊃ ○ ○
P. a e ruglI1 0由 (⊃ ○ ○
H .iI18u en z a e ○ ○ ○
G L C を用い た好気性菌同定法
菌同定に 重要な役割を持 っ も の も含 め て 多く の 脂肪酸
が消失 して しま う こ と が 予想 され る . つ まり , 増殖中
の 菌液の 一 時点の み の G L Cパ タ ー ン で 蘭 を 同定 す る
こ と ば , 例え ば 5･ ♪ツOgg〝gぶ や C. ′r g ㍑柁dJiの 様 に ,
m arkerと な る脂肪酸 を出す菌を除 い て は困難で あ る
と考え られ る , しか も膿汁の よ う に fれ ぴiロ0 で 蛸の 増
殖し た臨床材料は , 菌の gro wth c u rv eに お け る位
置が不明で あ る 上に . 菌の み な らず , 感染 ｡ 炎症 に 伴
なう白血球 や赤血球並び に それ らの 代謝産物の 混入 ,
更に 治療に よ る修飾 な ど榎雑 な条件 が絡 み合う の で ..
純培養検体と の G L Cパ タ ー ン の 比較 に は相入 れ な い
部分が 多い . 従 っ て 臨床 へ の G L Cの 応用 と して は , 臨
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床検体を dir e ct にGLC 分析 し た もの の パ タ ー ン を 比
較す るか . 臨床検体を 一 定 の 条件下で 増菌培養 し , そ
の G L Cパ タ ー ン の 経時的変化を比較するか の 二 者択
一 と な ろう .
今回の 著者の 実験成績 は , G L C が基礎的な意味で の
好気性菌同定の 一 助と なり 得 る こ と を示 して い る の み
な らず , 上記の 臨床材料 へ の 2通り の ア プ ロ ー チ の 仕
方の う ち , 後者に よ る起炎菌同定に威力を示す こ と を
物語 っ て い る . た だ し こ の 場合 , 例 え ば抗生物質投与
な どが 原因で 感染巣内の 菌が死滅し た場合に は検査不
能 とな っ て 前者に 譲 る もの で あり , ま た成績 か ら見 て
も明 らか な 様に ,脂肪酸の 多くの 動き は10 時間以後 に
Table19. Sc o ring syste mfo rthe purpo se of ide nti鮎ati10 n Ofa er obe s.
(O indic atesfatty a cids which sho w ed signi丘c a ntalte ratio n sdu ring24hr c ultu re.)
/ 脇 毎キ〟 似 顔毎拶
4l2い 4‡2【1 4t2】1 4l2い 4l2ll 4l2ll C OdeNo.
S. a u r eu s
0 0 0 ○ 0 0 ○ ○
7 4 0 3 2 4
7 4 0 3 2 4
S. epide rmi dis
(⊃ ○ ○ ○
14 0 10 4ロ 4 0 ロ 0 4
S. p yoge n es
0 0 ○ ○
0 0 5 2 4 0
0 0 5 2 4 0
S. agala ctia e
○
0 0 0 2 00
0 0 0 2 0 0
S. pn e u m o nia e 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
E. c oli
○ 0 0 0 0
4 06 5 0
4 0 6 5 0 0
S. ty phim u riu m
(⊃ (〕 ○ 0 0 0
6 0 2 3 1 0
6 0 2 3 1 0
C. fre u ndii
0 0 ○ O J0 0 (⊃ ○
6 0 2 7 1 1
6 0 2 7 ロ ロ
K. 0 ⅩytO C a
○ ○ 0 0
4 0 2 5 0 0
4 0 2 5 0 0
K. pn eu m o nia e
Cl ○ ○ (⊃ ○
4 4 0 1 2 4
4 4 0 ロ 2 4
E. clo a c a e
○ 0 0 (⊃ ○ (⊃ ○
4 6 0 1 3 4
4 6 0 ロ 3 4
S. m a rc es c ens
〔〕 0 0 (⊃ (⊃
16 0 1 1 0
ロ 6 0 ロ 1 0
P. v ulgalis
-0 0 0 0 ○ (〕 0 0 ○ 0 0
6
5 5 3 5 2 6
5 5 3 5 2
P. mirabilis
0 0 0 0 ○ 0 0 (⊃ 0 0
55 2 5 2 6
5 5 2 5 2 6
P. a e rugin o sa
○ (〕 ○
40 2 1 0 0
4 0 2 1 0 0
H.in8u en z a e
○ 0 0
0 0 2 5 0 0
0 0 2 5 0 0
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見 ら れ る為 . 数時間内で の 迅速同定 は困難 で あ る . こ
れ は 将 来. 検 出器 と し て FI D よ り も感 度 の 高 い
Ele ctro nCaptu re Detecto r(E C D) な ど の 導 入 に よ
っ て 更に 細 か い 代謝産物の 観察 を行 う こ と で 解決 に 導
か れ る可能性 が あ る .
従来の ,主に 嫌 気性菌に 関 し て の GLC を用 い た 研究
で は , 蓄積 して 検出さ れ る脂肪酸 と して は , V F A が主
体 で あり , N V F Aで は乳酸 ･ コ ハ ク 酸の 2種が わ ずか
に 注目さ れて い る程度 で あ る 細
1 0) 川
. し か し , 今回 の 著
者 の 成績 で は . 有意の 放 と して は , V F A よ りもむ し ろ
N V F A が有用 で あ り . しか も乳酸 ･ コ ハ ク 酸 は多数 の
菌に 共通 で あ る為 , 実際 に 薗鑑別 に 役立 つ の は む しろ
上記 2者以外の N V F Aで あ る . こ れ は . 1 時点 に お け
る酸の 絶対量 で は な く . 時間経過 の 中で 大き な 動き を
示す酸を中心に 見た こ と が原因の 1 つ と考え られ る .
2. 実験方法 につ い て
V Plm a n ualに よる 抽出7)を して 今回 と同様 に G L C
分析 を行 う と , N V F Aの う ち ピ ル ビ ン 酸 と オ キ サ ル 酢
酸 と が それ ぞ れ 2 つ の peak に 分か れ , 両者 と も に 2
っ の 酸 に お い て Rt が同 じ で あ るた め区別が出来 な い .
今回の 実験 で は ,多 くの 検体 を扱 う こ と を前提 と し て t
少しで も手技 を簡略化す る目的 で , VPIm an u alの 抽
出法を 一 部改変 し た が , 上記2 者以 外の 酸 で は 各酸 1
pe ak を な し,結果 も原法 に劣 る点 は な か っ た ■ しか し ,
上記2 者が そ れ ぞ れ 2 峰化す る こ と に 変わ り は な く ,
原因を 求め た が得 ら れ な か っ た . 従 っ て , 2 つ の pe ak,
Ⅹ 及 び Y は, ピ ル ビ ン 醸 と オ キ サ ロ 酢酸の 濃度分布が
複雑 に 絡み 合 っ た もの と考 え て 良 い . 今後 こ の 点 の 解
決が 必要で あ る .
更 に ,V PIm a n u alに 従 っ て エ チ ル エ M テ ル で V F A
を抽出す る場合 , 例え ば 且 c oli等 で 菌数 が非常 に 多
く な っ た時 に は . エ チ ル エ ー テ ル 層が ゼ リ ー 状 と な り,
マ イ ク ロ シ リ ン ジで の 吸引が 不能 と な る . こ の エ チ ル
エ ー テ ル 層 で ゼ リ ー 状を なす物質 は不明だ が , 方法 の
項 で も 示し た通 り t 一 度 エ チ ル エ ー テ ル 層 を揮発さ せ
る操作に よ り. 分析 に 影響を 与え る 程度の V F A損失
もな く G L C分析を行 え る こ と が 判明 した .
ま た , 今回標準脂肪酸 と し て 用 い た 1 5種 以 外 の
pe ak に つ い て は , 繭種 同定 に は 大き な 支障を き た さ
な い 為 , 特 に 化学的同定 を行 っ て い な い が , 今後 こ れ
ら を同定 して い く こ と が , 細 菌代謝の 解明上 に も必要
で あ ろ う .
.最後 に , 今 回 の 成 績
の 実用化 へ の 布 石 と し て ,
s a mpling 回数 の 問題点が あ る . 今回 は 24時間に 8 回
の S a mpling 巷行 っ たが . こ れ を更 に 細 か く検討 した
も の を 通 し て , Che ck point と す る時間 を 決 め ,
s a mpling 回 数 を 減 ら す 方 向 に 持 っ て 行 け ば ,
s a mpling
- → 抽 出-+ G L C分析 の 自働化と結び つ け て .
好気性菌同定 の省力化が期待で き る .
結 論
好気性菌の 終末代謝産物 は主 と し て C O2 と H20 に
な る の で , 好気性菌の 一 時点 の み で の 代謝産物 で 菌を
同定す る こ と は困難 で あ る . そ こ で 本実験 で は , 好気
性菌16菌種 を 24時間培養し て , そ の 代 謝産物と して
の 脂肪酸 の 経時的変動 を観察 した .
その 結果
1) S. 卯 孤 机 血 庖 牒 除く 全て の 菌 に お い て , そ
れ ぞ れ い く つ か の 脂肪酸が有意の 経時的変動 を 示 し
た . こ れ ら脂肪酸の パ タ ー ン の 変化が 好気性菌同定上
重要で あ る . S. 卯 g 〟 机 O J血 g で は t 24時間 の 培養中
に 有意 の 動き を 示す脂肪酸が み られ な か っ た .
2) S. ♪γOgg氾g ざ で は No. 肌 C. 〃 仇 鼎 招 で は
Ⅴ" l 及 び N4 .24t また P. 〃祝JgαJ∫ぶ あ るい は P. 別 行か
bilis で は V3,44及 び Na. 朋 な る 脂 肪酸 が m arke r と な
り 得 る .
3 )■ 上記2 )以外の 好気性繭 で は m a rke rと なる
脂肪酸 は見 られ なか っ た . しか し , 脂肪酸構成の 変化
を ス コ ア 化す る こ と に より , 各好気性歯 の 同定が比較
的容易 とな る .
稿を終 える に 臨み , 御指 導 と御校閲を賜わ っ た谷 口昂
教授, 研 究技術 面で 絶大 な御指 導を賜わ っ た西 田 尚紀教
授 に深 く感 謝の 意 を表 し ます. また GLC の理 論, 手技
の 面 で懇切 な る御助言 を い た だい た 佐藤保助教 授に 深く
感謝致 します . 更 に , 本研 究に 際して 多大 な御 指導 と御
協力 を い ただ い た小 児科西田直 巳助手 に深 謝致 しますと
と も に, 細菌培 養に お い て 長時間の 労力 を厭わず御協力
い た だ い た小児 科細 菌研究 グル ー プの諸 先生 に感謝致 し
ます .
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sequ ential Changes of Fatty Acid
Pr o鮎 in Mehbo!ites_
OfqlfureやAero聖今警警?by
Ga 針Li甲id 伽o m ato 卵 p毎 ･
- A N押 甘 血 餌 ‡de m地 温蝕 軌 Of Aerobes
- Da紳 O S 鮎m a,
Departm e nt of Pediatrics(Dire ctor:Pr of･ N ･ T anigu chO,Sch
o olof Medicin e, Kan az aw aU miversi･
ty, K an aZa W a920･
- J･ Ju ze nMed･ Soc ･, 90,1 0 ト 11 6(1 9 81)･
Key w ords‥ G LC VF A N V F A Aerobes･
A bstract
since t he m ain end products of ae robes are C O2 a
nd H20,it is diffic ult to ide ntify ae r obes
with t heir m etabohtes at o ne sele cted tim e･ Int he pre se ntstudy,th
e sequ e ntialcha nges of fatty
acidprofilesin metabolites of c ultured 16
a e robes we resu cce sively dete r mined by ga sJiquid
chro m atographyfro mO to 24 hrs･ afte rt h
ein o c ulation ･
T he fo11ow ingres ults w ere ob tained;
1. In al 1ae r obe s e xamined, eXC ePt forS･ Pn e u m O nia e･ S O m efat
ty a cidssigni ncantly changed
wi th the passage of tim e and the changing pattern softhese fatty acids w ere im port
a nt fo r
ide ntific ation of a erobes. S. pn e um oniae sho w ed no signific a nt
change in fatty acidpr o丘1es
dn 血 gt血¢ C山tⅥre
2
.
So m e a e r obes had sev e ral m arke rfatty acids;fo rex ample, No･6 0(designated in the te xt)
for 鼠 p " ge 乃叫 V4･31 & N4･24 for C ･桝 " 乃弼 a nd V3･44 & N3･4 0fo rヱ γ" 如 rね o rヱ m 加 抽 ■
3. T he ot her a e robeshad n o char a cteristic marker of fatty a cids･ But, in t
r odu ction of
sc oring system fo r e v aluating changing patterns of fatty acidc o n c e ntr atio ns permitted a reh
tiv ely sim pleidentific atio nfo reachspecie s ofae r o
bes･
雷
脇
篭
要
1▲萱
萱】賢
嘗一"∵し1
∴
ユ
;
】
三
ち
ら
竃
-
芳
書
蔓
り一∫
塾
隊山夏嘗
雷
名
篭
管
～
■
室
象
広一
章
轟
真
読川引八J
…
ノ
強
電
ほ
亀
｡
慶
仙
頗
竜
骨
董
～
ハり
重
量･箋
賢
旨
弱
音
…
